



目的　研究从厦门同安肝癌高发区所建的裸鼠移植瘤 ( HHC4、HHC15)是否存在 p53基因突
变。　方法　从两移瘤提取的总 DNA 用分子生物学方法检测并测序, 如 PCR 方法扩增 p53基因部
分第7外显子,地高辛标记 DNA 探针斑点杂交法, DNA 限制性酶切片段长度多态分析和激光荧光
DNA 测序等。　结果　HHC4细胞 DNA 有 p53基因第250密码子( C→A)的突变; HHC15有 p53基因
第249密码子( G→T )的突变。　结论　HHC4、HHC15 p53基因突变是肝癌发生的基础, 与移植瘤来
源地区 AFB1的严重污染可能有关系。
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1. 2　动物及移植瘤株　BALB/ CA 裸小鼠
( SPF 级)由本单位医学实验动物室提供, 6





植瘤株 HHC4、HHC15的瘤组织0. 2 g, 置于研
钵中, 注入少量液氮, 将冰冻的组织捣碎, 研
成粉状,参照文献[ 5]方法, 以 SDS 裂解, 蛋
白酶 K 消化以及酚/氯仿抽提法提取 DNA,
乙醇沉淀, 75%乙醇洗涤后溶于 TE 液中,
- 20℃冻存备用。
1. 4　PCR扩增和产物鉴定　以上述方法提
取的 DNA 为模板, PCR法扩增 p53基因第7
外显子部分序列。PCR 引物设计参照文献
[ 6] ,为 P 15′-GT TGGCTCT GACTGTACCAC-3′和
P 25′-CT GGAGT CT TCCAGTGTGAT-3′。PCR 共
设40个循环, 首次循环条件是: 94℃、50℃、
72℃各1 min, 其余39个循环条件是94℃( 30
s)、55℃( 45 s )、72℃( 1 m in ) , 72℃延伸 5
min。PCR扩增产物按设计为110碱基对。将
php53B质粒用 Bam H Ⅰ酶切出 DN A ( 2. 0
kb) ,按试剂盒说明, 用随机引物延伸法制备
地高辛标记探针, 然后按文献[ 7]方法进行
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PCR 产物的斑点杂交验证。pBR322质粒按
文献[ 7]方法进行扩增、DNA 提取和 PCR 反
应。
1. 5　PCR产物的限制性酶切片段长度多态
分析( RFLP)　取 p53第7外显子 PCR 扩增
产物5～10 Ll,加入 Hae Ⅲ( P rom ega) 7～10




1. 6　DNA 测序　两移植瘤 DNA p53基因
第7外显子 PCR 扩增产物经琼脂糖电泳, 低
溶点琼脂糖分离纯化, 参照 T aq Dye De-
oxy
TM
Terminator Cycle Sequencing Kit 方
法进行荧光标记。取纯化的 PCR 扩增产物1
pm ol, 加上述 p53基因引物 P1及其他反应试
剂至20 Ll, 于 T C9600 PCR 扩增仪 ( PE 公
司)上进行扩增。PCR循环条件是: 95℃先变
性5 min,然后95℃( 15 s) , 50℃( 1 s) , 60℃( 3
min)共20个循环。按试剂盒说明, 采用 Spin
Column 纯化结合荧光的 DNA 片段,去除未
结合、游离的 dNT P 等。- 70℃下乙醇沉淀。
纯化了的 PCR 扩增产物, 真空干燥, 溶于
DNA 溶解保护液6 Ll(去离子甲酰胺5 Ll和
50 mm ol/ L EDT A 1 Ll, pH 8. 0)中。取 DNA
90℃变性2 min,然后加样于6%聚丙烯酰胺
凝胶板上, 电泳过夜,由全自动荧光测序仪
( Applied Biosy stems 373A DNA
Sequencer)收集信号,编辑分析 DNA 序列。
2　结　果
2. 1　PCR 产物鉴定　HHC4和 HHC15癌组
织 提取 纯 化 后 DNA、php53 B质 粒 和
pBR322质粒 DNA 经 p53基因第七外显子特
异性引物PCR扩增,扩增产物点膜后进行斑
点杂交, 显示 HHC4 ( A ) 和 HHC15 ( B) 及
php53 B质粒( C)均为杂交阳性,即棕褐色标
记(图1)。pBR322( D)则为阴性, 表明该 PCR
引物设计具有较好的特异性。
图1　HHC4( A )、HHC15( B) p53基因第7外显子 PCR
扩增产物与标记上地高辛的 p53基因的 Do t
blot 杂交显示棕色斑点
C:为阳性对照(p hp53B) ,　D:为阴性对照
2. 2　PCR 产物的 RFLP 分析　HHC4和
HHC15癌组织提取纯化后 DNA、php53B质
粒的 PCR 产物经 Hae Ⅲ酶切后的电泳图谱
见图2。php53B质粒(含野生型p53 cDNA )的
PCR产物显示110 bp的扩增条带,扩增产物
经 Hae Ⅲ核酸内切酶识别并切断成75 bp 和
35 bp 两个片断( A 泳道) , 即249～250号密
码子处的序列未发生改变。HHC4、HHC15
DNA 的 PCR扩增产物不能被 H ae Ⅲ酶切,
在聚丙烯酰胺凝胶电泳中显示单一110 bp
泳带(图2C、D 泳道) , 提示第249或250号密
码子已发生突变。
图2　HHC \ - 4( C)、HHC15 ( D ) p53基因第7外显子
不被 Hae Ⅲ水解, 显示单一泳带,能被水解的
第7外显子( A )显示两条带.
B:为 DNA 分子量标志( pBR322/ HaeⅢ)




图3, 4) , HHC4显示第250号密码子存在 CCC
→ACC 突变; HHC15显示第249号密码子存
在 AGG→AGT 突变。
图3　HHC4 p53基因第7外显子 DNA 测序
250密码子有 C→A 突变.





非洲, A FB1是导致肝癌 p53抑癌基因突变的
最常见的致癌因素 [ 8～10]。AFB1常引起 p53基







制 DNA 受损伤的增生细胞终止在 G1期
[ 12]
或凋亡[ 13] ,这是正常的 p53蛋白直接诱导产
生 p21蛋白,后者是细胞周期蛋白激酶 CDK 2
和 CDK 4的抑制因子,能使细胞终止在 G 1期。
p53基因突变如第249密码子突变由原来的精




,从而 p21蛋白转录异常, DNA 受









到“临界状态”( crisis) , 端粒酶被激活, 这是
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Studies of p53 Gene Mutation in the Xenografts of
Human Hepatocellular Carcinoma in Nude Mice
Yang Shanmin,　Zhou Hong,　Chen Ruichuan, et al
(Cancer Research Center , Xiamen University, Xiamen, 361005)
Object ive　T o invest ig ate w hether p53 gene m utat ion presented in the xenograf t s
( HH C4 , HHC15) o f nude m ice set up in Tong’an Ar ea Xiamen w ith high m ortality of H HC.　
Methods　T otal DNA ex tracted fr om tw o xenograf t s w er e analy sed by mo lecular biolog ical
methods, such as PCR am plif icat ion of a frag em ent of p53 ext ron 7, do t blot f ilter hybridiza-
tion w ith digox igenin-labeled DNA pr obe, r estr ict ion f ragments length polymorphisms and
DNA sequencing .　Results　The m utat ion at 250 coden( C→A ) in p53 w as determined in
DNA of HHC4 xenog raft and at 249 coden( G→T ) in DNA of H HC15 . 　Conclusions　It is
reasonable that p53 gene mutation is responsible for the carcinogenesis of HHC and m ay be a
result of the high pollut ion of AFB1 .
Key words　human hepatocellular carcinoma　　nude m ice　　xenograf t　　p53 muta-
tion
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